IntRaFast-Q SMA TARAMA KiTi

Kat. No:

GiRis

Spinal Miskdler Atrofi (SMA), Spinal kord ve beyin kdkiinde, dejenerasyon ve
hiicre kaybi sonucu ortaya gikan kas zayifligi ile karakterize bir hastaliktir.
Otozomal resesif olarak kaltilr. Tasiyict sikhigi 1/20 — 1/60 arasinda degisir.
IntRaFast-Q SMA Tarama Kiti, SMN1 genindeki Ekzon 7, Ekzon 8 delesyonunu
ve ekzon 7 840. nikleotiddeki C/T degisimini Kantitatif Real Time PCR (qPCR)
yontemi ile tespit ederek hedef genler igin taslyici ve hasta birey taramasini
%100 spesifite ve %100 sensitivite ile yapmaktadir.

TEST SISTEMININ PRENSIB

Test 5’ Nikleaz Assay yontemini kullanmaktadir. Bu ydntem, Taq DNA
polimerazin 5’-3" exonuclease aktivitesine dayanmaktadir. Probun 5’ ucunda bir
reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya bulunmaktadir. Quencer boya
reporter boyanin isimasini baskilamakta ayni zamanda da probun primer gibi
davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR esnasinda enzim aktivitesi ile
birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob pargalanarak aynilir,
baskilanmanin ortadan kalkmasiyla 15ima meydana gelir. Bu islem sadece hedef
bolge Uzerinde hibridize olmug problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktari
arttikga, reporter boyanin agia gikmasiyla birlikte i1sima dodrusal olarak
artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit edilmektedir.
Sistem, referans gen ile hedef gen kantitasyonu arasindaki "AKILLI ORAN" -
“Intelligent Ratio (IR)" prensibine dayanmaktadir. IR degerleri hedef genlere
ve/veya kullanilan Bio-Rad CFX96 Real Time PCR cihazlarina gére bazi farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu farkliliklar, cihaz validasyonu sirasinda kit igin kullanilan
IntRa-Q Yazihmi ayarlarina tanimlanmaktadir (bkz. Cihaz Validasyonu ve Analiz

Boliimleri).

URUN 6ZELLIKLERE

Her bir érnek DNA'st SMN1 geni ekzon 7 & 8 delesyonu ve ekzon 7 840.
pozisyondaki C/T degdisim bolgesine uygun primer-problar iceren miks ile test
edilir. IntRaFast-Q master miks igerisinde ekzon 7 delesyonu ve ekzon 7 840.
pozisyondaki C/T degisim icin FAM, Ekzon 8 delesyonu igin HEX ve referans gen
igin TEXAS RED boyasi kullaniimaktadir.

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” 4zelligine sahiptir. Bu nedenle kit, Taq
Polimeraz dahil gPCR reaksiyonu igin gerekli tim bilesenleri igermektedir.

SISTEM iCERiGi

Bilesen 50 Test
e IntRaFast-Q Master Miks 1150 pl
e Soliisyon E 1.5mlx 2
e  Taslyici Kontrol DNA 50 pl
e Homozigot Delesyon Kontrol DNA 50 pl
e  Wild-Type Kontrol DNA 50 pl

DNA iZOLASYONU
Ornek tipine bagh olarak farkli izolasyon y&ntemleri kullanilabilir. Kit, 0,5 ng/pl
DNA tespit seviyesine (Limit of Detection=LOD) sahiptir.

200R-40-01

Kandan;

Soliisyon E;

e 1.5 ml'lik santrifiij tlpine 60 pl Sollisyon E ve 20 pl tam kan koyup hafifge
pipetaj yapilir.

e 90 °C' de 10 dk inkiibe edilir.

e 12.000 rpm‘de 2 dk. Santriflj yapilir

e  Sipernatant kismindan 2 pl DNA kullanilir.

Diger Sistemler;

Kit, birgok DNA Ekstraksiyon ydntemine uygundur (Spin kolon, Otomatik
Ekstraksiyon vs.). Son DNA eliisyon miktarinin 100 - 200 pl arasinda olmasi
onerilmektedir.

DBS’den;

Kit, DBS (Dry Blood Spot) ‘den alinan bir parga‘dan (punch- 3 mm) elde edilen
DNA'ya gore optimize edilmistir. DNA safligi test igin gok 6nemlidir. Bu nedenle,
SNP DBS DNA Ekstraksiyon Kiti'nin (Kat # 21S-03-50) kullaniimasi tavsiye

edilmektedir.

CiHAZ VALIDASYONU iCiN;

e Master miks oda sicakliginda erimeye birakilir.

e Master miks eridikten sonra nazikge pipetaj yaparak karistirilir.

e Her kontrol igin PCR striplerine/tiiplerine 23 pl master miks aktarilir.

e Her bir tiipe 2'er pl farkl Kontrol DNA'lar (tasiyici, homogizot delesyonlu
ve wild tip) eklenir ve optik kapaklar kapatilir.

e Asadida belirtilen programla test galistirilir.

e  Kontrol 6rnekleri, cihaz validasyonu igin beklenen genotipleri tespit etmelidir.
Eder beklenen sonuglari alamazsaniz litfen bizimle irtibata gegin
(tech@snp.com.tr).

e Validasyon islemini, her cihaz ve lot igin bir kez yapmaniz yeterlidir.

e Cihaz validasyonundan sonra standart test protokoliine gegilir.

STANDART TEST PROTOKOLU

e  Master miks oda sicakliginda erimeye birakilir.

e Master miks eridikten sonra nazikge pipetaj yaparak karistirilir.

e Her 6rnek igin, PCR striplerine/tliplerine 23 pl master miks aktarilir.
e Butlplere 2 pl drnek DNA' si eklenir ve optik kapaklar kapatilir.

e Asadida belirtilen programla test galistirilir.

PCR PROGRAMI
96 °C 2sn. Kan igin 32 x Déng(i
&
60 °C 40 sn. DBS igin 35 x Dongl

Floresan boya olarak FAM, HEX ve TEXAS RED segilmelidir.

PCR siiresi kan drnekleri igin 48 dakika, DBS &rnekleri igin 53 dakikadir.
e Tasiyia ve homozigot delesyon tespiti igin, Intra-Q software
uyumlulugundan dolayi kit yalnizca Bio-Rad CFX96 ile kullanilabilir.

e Sadece homozigot delesyon tespiti igin kit tlim cihazlarla uyumludur.
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Biyoteknoloji

ANALiZ
e Sonuglarinizi analiz etmek igin IR dederini hesaplayan IntRa-Q Yazilimini Amplification
kullanmalisiniz. Liitfen IntRa-Q Yazilim kullanim kilavuzuna bakiniz. 8000 oo vt
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IntRa-Q Yazilimi, “referans gen kantitasyonu/ SMN1 geni ekzon 7 ve ekzon 8 2 ..
kantitasyonu” orani hesabina dayali IR metodunu temel almaktadir. Referans ve bl S
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belirlenmektedir. Yazilim bu degerlere bagl olarak taslyici, homozigot delesyon Lycies
ve wild tip seklinde sonug vermektedir(®). Sekil 5: SMN1 ekzon 7 ve ekzon 8 taslyici, DBS'den
SMA tasiyicilik ve homozigot delesyon degerlendirmesi icin FAM (SMN1 Ekzon 7 -
mavi pik), HEX (SMN1 Ekzon 8 - yesil pik) ve TEXAS RED (Referans gen - kirmizi
pik) boyalari birlikte analiz edilmelidir.
Amplification Amplification
9000 F-----
14 1 : 2 H
2000 % . j j ‘. Z el ... ... .. TexasRed——>
7000 & ; ; - Texas Red——> ; ; ‘
6000 + : - : . ~ 10+
2
25000_,... ga
[3 : .
4000 oo e 2 .1 - FAM veHEX ]
3000 +
4 1
2000 §
1000 + 21
0l ; ; , ; ol : ; : ; : N .
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Cycles Cycles
Sekil 2: SMN1 wild-tip 6rnek, kandan Sekil 6: SMN1 homozigot delesyon, kandan
Amplification Amplification
] 12 1 H H H H 1
0 F i Texas Rede———3 /]
& ] & 8 1
4 2
2 2 ot v FAM ve HEX
[3
4 +
: 21
] 1 : : . o+ : ; ; ' =
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25 30 35
Cycles Cycles
Sekil 3: SMN1 wild-tip 6rnek, DBS'den Sekil 7: SMN1 homozigot delesyon, DBS'den

SNP Biyoteknoloji Arastirma Gelistirme Ve Uretim Sanayi ve Tic. Ltd. Sti.

Universiteler Mah. 1596. Cad. Hacettepe Teknokent 1 nolu Ar-ge Binasi No: 97/10 Beytepe - Cankaya / Ankara
Tel: 312 299 23 28 o Faks: 312 299 23 48 o www.snp.com.tr o info@snp.com.tr




Go6z 6niinde bulundurulmasi gereken 6nemli noktalar;
Homozigot delesyon ve taslyici olarak bulunun &rnek sonuglari, cihaza ait

yaziimin data analiz ekranindan amplifikasyon pik goriintiisii olarak da teyit
edilmelidir.

PCR tiipli igerisinde hava kabarcigi olusumu, disiik kaliteli DNA, vb. PCR
hatasina sebep olabilecek durumlar sekil 8, 9 ve 10" da goriilebilecek kabul
edilmeyen amplifikasyon pik olusumuna sebep olabilmekte ve yazilim
tarafindan  dogru  sekilde  degerlendirilemeyebilmektedir.  Lutfen
amplifikasyon piklerini gézden gegiriniz ve eder gerekli ise galismayi tekrar
ediniz.

Eder 6rnek SMN1 ekzon 8 taslyici ve ekzon 7 wild-tip ise, 6rnek kit ile tekrar
test edilmelidir. Sonug ayni sekilde bulunur ise, test DNA sekans analizi ile
dogrulanmalidir.

Eger 6rnek SMN1 ekzon 7 taslyici ve ekzon 8 wild-tip ise, 6rnek dogrulama
igin tekrar kit ile test edilmelidir.
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Sekil 10: Kabul edilmeyen amplifikasyon pik

IntRaFast-Q SMA Tarama Analizinin Disinda Kalan Olasiliklar;
o IntRaFast-Q SMA Tarama Kiti, SMN1 geni Ekzon 7 ve Ekzon 8 (zerinden

taslyicilik ve homozigot delesyon taramasi yapmaktadir. Bu nedenle Kkit,

SMA hastalidina neden olan dider nadir intragenik mutasyonlari (% 2-4)
tespit etmemektedir.

o IntRaFast-Q SMA Tarama Kiti, SMN1 geninin kopya sayisini tespit
etmektedir. Normal bir bireyde her kromozomda 1’er adet olmak izere
toplamda 2 kopya SMN1 geni bulunur (1+1). Ancak ender durumlarda
(%1-4) bir kromozomda hig SMN1 geni bulunmazken diger kromozomda
duplike olmus sekilde 2 adet SMN1 geni bulunabilir (24+0). Bu durumda
IntRaFast-Q SMA Tarama testi ile sonug iki kopya SMN1 ve normal olarak
rapor edilirken, s6z konusu birey SMA hastalidi igin taslyici durumdadir.

OLASI PROBLEMLER

Eder kuyuda hic amplifikasyon olmamissa,

o DNA eksikligi,

o Ornekte DNA inhibitor(lerin) varligi sz konusudur.

Liitfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakhiginda unutulmus PCR master miksleri kullanilmamalidir.

e  PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan dnce (retim tarihine
dikkat edilmelidir.

e Yalnizca in-vitro tani ve arastirma amagh kullanilabilir.

SAKLAMA KOSULLARI

e  TUm bilesenler —20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilesenler, lriin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e  Sirekli eritip g6zdirmek (>5X), Urinlin hassasiyetinde azalmalara neden

olabilir.
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